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Resumo 
O câncer é uma doença caracterizada pela multiplicação e propagação 
descontrolada de formas anômalas de nossas próprias células. Para combater 
o câncer são utilizadas drogas antineoplásicas, que são substâncias químicas 
organossintéticas ou naturais, que agem contra o desenvolvimento de células 
cancerígenas e o crescimento tumoral. Neste grupo podemos incluir a 1,4-
naftoquinona, presente em vários quimioterápicos, derivada da vitamina K, e 
um potente inibidor do crescimento celular e da angiogênese tumoral. Nesse 
sentido, esse estudo tem como objetivo compreender as interações droga-
célula aprimorando o entendimento em escala molecular e celular, por meio de 
modelos simplificados de membrana celular (monocamadas ou filmes de 
Langmuir formados por lipídios). Para isso foram realizadas medidas de 
tensiometria superficial, curvas de pressão superficial-área e espectroscopia no 
infravermelho.  Utilizamos o DPPC (dipalmitoilfosfatidilcolina) como lipídio para 
a formação da monocamada (filme de Langmuir) a qual mimetiza de forma 
simplificada uma membrana celular saudável, e o DPPS 
(dipalmitoilfosfatidiserina) para obtenção de filmes de Langmuir que 
representassem modelos simplificados de membranas cancerosas. Também 
foram utilizadas culturas celulares de células endoteliais de aorta de coelho, 
células saudáveis e tumorigênicas. Os fosfolipídios foram espalhados sobre 
solução aquosa, e obtiveram-se isotermas de pressão superficial-área e 
espectros na região do infravermelho. Após isso, diferentes quantidades de 
1,4-naftoquinona foram acrescentadas à monocamada lipídica, e obtiveram-
senovas isotermas de pressão superficial-área e novos espectros na região do 
infravermelho. Procedimentos semelhantes foram realizados com as células de 
aorta de coelho, com os lipídios sendo substituídos pelas culturas celulares. 
Três fenômenos foram observados devido a interação entre a monocamada e a 
droga: 1) as isotermas foram deslocadas para áreas moleculares menores; 2) a 
1,4-naftoquinona aumentou a compressibilidade da monocamada, provocando 
uma desorganização na membrana-filme, o que foi confirmado posteriormente 
por meio de espectroscopia de infravermelho e 3) a transição de fases não 
ficou bem definida nas isotermas, o que sugere uma mistura não ideal, devido 
a interações entre a monocamada e a droga. Para as culturas celulares, 
mudanças secundárias foram observadas para as culturas representando 
células não-tumorigênicas ou saudáveis, após a incorporação da droga. Já 
para culturas representando as células tumorigênicas ou cancerosas, 
mudanças significativas foram observadas. Portanto, podemos concluir que a 
1,4-naftoquinona interage com modelos de membrana celular representados 
por monocamadas de DPPC, DPPS e culturas celulares estudadas, tendo uma 
interação mais expressiva com os modelos de células tumorigênicas. 
Palavras-chaves: Filmes finos; Quinonas; Modelos de Membrana; Superfícies; 
Monocamadas 
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Abstract 
Cancer is a disease characterized by the uncontrolled multiplication and 
spread of abnormal forms of cells. In order to treat cancer, anticancer drugs 
were used, which are natural or organosynthetic compounds that act against 
the development of cancer cells and tumor growth. In this group, we can include 
1,4- naphthoquinone, which is present in various chemotherapeutics. It is a 
derivative of vitamin K, and a potent inhibitor of cell growth and tumor 
angiogenesis. Thus, this study aims to understand at the molecular level the 
interaction between this drug and cell membrane by means of simplified models 
of cell membrane (Langmuir monolayers formed by lipids). For this purpose, we 
performed measurements of surface tensiometry, curved surface pressure - 
area and infrared spectroscopy. For that, we employed the phospholipid DPPC 
(dipalmitoylphosphatidylcholine) for the formation of lipid monolayers (Langmuir 
films) which mimicked a healthy cell membrane, and DPPS 
(dipalmitoylphosphatidyl serine), representing cancerous membranes. Rabbit 
aorta endothelialcell cultures for healthy and tumorigenic cells were also 
employed. Phospholipids were spread on aqueous solutions, and surface 
pressure – area isotherms and infrared spectra were obtained. After that, 
different amounts of 1,4- naphthoquinone were added to the lipid monolayer 
and new isotherms and spectra were obtained . Similar procedures were 
performed with cell cultures. Three phenomena were observed due to the 
interaction between the monolayer and the drug: 1 ) the isotherms were shifted 
to smaller molecular areas, 2) 1,4- naphthoquinone increased the 
compressibility of the monolayer , causing a disruption in the organization of the 
film, which was confirmed later by infrared spectroscopy, and 3) the phase 
transitions has not been well defined in the surface pressure-area isotherms, 
suggesting a non-ideal mixture, due to interactions between the drug and the 
monolayer. For cell cultures, whereas minor changes were observed for 
cultures representing non-tumorigenic cells after the incorporation of the drug, 
significant changes were observed for cultures representing tumorigenic cells. 
Therefore, we conclude that 1,4-naphthoquinone interacts with cell membrane 
models represented by monolayers of DPPC, DPPS and cell cultures studied 
with a more expressive interaction with models of tumorigenic cells. 
Keywords: Thin films; Quinone; Membrane Models; Surfaces; Monolayers 
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INTRODUÇÃO 
 
1.1. MOTIVAÇÃO DO TRABALHO: O CÂNCER 
O câncer é uma doença caracterizada pela multiplicação e propagação 
descontrolada de formas anômalas de nossas próprias células. 
 No Brasil, o número de casos vem crescendo a cada ano. As estatísticas 
do INCA (Instituto Nacional do Câncer) apontam 520 000 novos casos para 
2012 e 2013. O orçamento público para combater e tratar a doença 
quadruplicou em 12 anos, passando de 470,5 milhões para 2,2 bilhões de 
reais. 
 O câncer é uma das doenças mais intrigantes deste século, já que a 
maioria dos casos ainda não tem cura. O diagnóstico precoce é de extrema 
importância para um bom prognóstico da doença, porém não é garantia de 
cura. Provavelmente o que torna o câncer uma doença que, ainda hoje, 
assusta muito os pacientes e causa um grande impacto no momento do 
diagnóstico são os tratamentos disponíveis para combater o desenvolvimento 
descontrolado desta patologia, que por sua vez são pouco eficazes e muito 
traumáticos. Normalmente apresentam certa toxicidade, causando diversos 
efeitos adversos indesejáveis como queda dos pelos do corpo, emagrecimento 
ou ganho de peso exagerados, vômitos, náuseas, constipação, diarreia, 
mucosites, síndrome mão-pé, parestesia, neutropenia, plaquetopenia, entre 
outros.  
 Outro aspecto do câncer é o de ser uma doença multirracial, que atinge 
indivíduos de várias faixas etárias desde bebês até idosos, mesmo que certos 
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tipos de câncer sejam observados em populações específicas, não está 
associada à classe social, mas pode estar ao estilo de vida, como por exemplo: 
tabagismo, alcoolismo, maus hábitos alimentares, stress, depressão que 
podem contribuir muito para o surgimento da doença. Além disso, destacam-se 
os fatores genéticos e o histórico familiar, os quais parecem ser os mais 
predominantes na manifestação do câncer. 
 Com tantas incógnitas e variáveis, é possível entender porque há tantos 
pesquisadores, das mais variadas áreas, trabalhando com produtos tão 
variados (plantas, venenos, substâncias químicas, modificação genética) e 
abordando diferentes aspectos do câncer. 
 Porém, não há dúvidas de que atualmente o câncer é uma doença muito 
mais conhecida pelos pesquisadores em geral. Há, nesse sentido, evidências 
de que não existe uma cura para todos os tipos de câncer, e sim tratamentos 
para cada tipo em particular que visam atacar somente o tumor, preservando a 
integridade dos demais tecidos, o que são o foco da maioria das pesquisas. 
Hoje temos uma grande oferta de tratamentos que envolvem desde 
quimioterápicos intravenosos ou orais, tratamentos hormonais, medicamentos 
para receptores tumorais específicos, radioterapia, entre outros.   
 A patogenia do câncer envolve os seguintes passos: proliferação 
descontrolada,desdiferenciação e perda da função, poder de invasão e 
metástase. 
 Muitas alterações são verificadas nas células tumorais ou cancerígenas, 
dentre elas, a que mais interessa nesse trabalho, são as alterações na 
17 
 
membrana celular, uma vez que se foca nesse trabalho modelos de membrana, 
e drogas com provável atuação em membranas celulares. 
  
1.2. A MEMBRANA CELULAR 
A membrana celular ou membrana plasmática, ou ainda plasmalema,é 
uma bicamada lipídica, composta predominantemente por fosfolipídios e 
proteínase uma pequena porção de açúcares, que delimita uma célula e separa 
o meio intracelular do meio extracelular. O colesterol aparece compondo a 
membrana celular de eucariotos. O modelo aceito para descrever a membrana 
plasmática é o do mosaico fluido, o qual representa a membrana como uma 
estrutura fluida. 
Os fosfolipídios que compõem a bicamada estão dispostos com as 
cabeças hidrofílicas voltadas para os meios intra e extracelular, citosol e 
matrizextracelular, suas caudas hidrofóbicas na parte interna da bicamada. As 
proteínas, por sua vez, podem estar ligadas a parte interna, externa ou 
transpondo a membrana celular. Essa estrutura confere a membrana celular 
uma característica muito peculiar e importante: a de ser semipermeável, ou 
seja, regular a entrada e saída de várias substâncias na célula. 
Graças ao seu potencial elétrico a membrana celular é altamente 
seletiva controlando as trocas de nutrientes, íons e moléculas em geral entre os 
dois meios. Ela possui vários receptores e moléculas proteicas ancoradas a 
ela. Para que as diversas funções biológicas, as trocas entre o meio extra e 
intracelular e a sinalização celular possam ocorrer perfeitamente é essencial a 
adequada estrutura, composição e funcionamento da membrana celular(1). A 
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Figura 1 mostra o esquema de uma membrana celular biológica com 
váriasestruturas associadas a ela. 
  
 
Figura 1: Esquema de uma membrana celular biológica(2) 
 
Mudanças no potencial elétrico da membrana e na quantidade de 
fosfolipídios estão diretamente associadas a modificações nas propriedades 
biológicas das células, tal como a malignidade causada devido as alterações 
decorrentes dos processos de sinalização, inibição e/ou estímulo a secreção de 
hormônios, enzimas, citocinas, fatores de crescimento entre outros os quais 
acarretarão transformações no metabolismo e consequentemente no padrão 
celular(1). 
Um tipo de fosfolipídio muito comum encontrado nas células são aqueles com 
terminação colina(3). Por isso, o fosfolipídio dipalmitoilfosfatidilcolina (DPPC)é 
muito utilizado em modelos de membrana celular(4,10). Muitos fosfolipídios 
conferem à membrana carga negativa(11), sendo o tipo mais comum aqueles 
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com terminalserina(12). Além disso, é reportado que células cancerosas 
possuem excesso de lipídios com essa terminação (13,14). 
Nesse sentido, em nossos experimentos foram utilizados modelos 
artificiais que representam uma simples camada da membrana, obtida por meio 
de fosfolipídios como o dipalmitoilfosfatidilcolina (DPPC) e o 
dipalmitoilfosfatidiolserina(DPPS), além de culturas celulares de endotélio da 
aorta de coelhos, as quais serão abordadas mais adiante. 
 
1.3.  1,4-NAFTOQUINONA 
 Para combater o câncer são utilizadas drogas antineoplásicas, as quais 
são substâncias químicas organossintéticas ou naturais, que agem contra o 
desenvolvimento de células cancerígenas e o crescimento tumoral. Neste 
grupo podemos incluir a 1,4-naftoquinona(15,21). Essa foia substância 
selecionada neste projeto para observação das interações moleculares entre o 
modelo de membrana celular e a droga.  
A 1,4-naftoquinona é uma derivada da vitamina K, é um potente inibidor 
do crescimento celular e da angiogênese tumoral. Em outros estudos mostrou 
ter uma forte atuação, na redução do crescimento tumoral, sobre varias 
linhagens de células neoplásicas humanas(15). É uma droga que já vem sendo 
usada por séculos em antifúngicos, antibacterianos e até mesmo em 
cosméticos,porém acredita-se que ela tenha um grande efeito como um agente 
anticancerígeno (15,21).  
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É um importante exemplo da família dasquinonas empregada na 
indústria farmacêutica para composição de fármacos(22,24). Ela está presente 
em vários quimioterápicos que já são muito utilizados em tratamentos clínicos 
de combate ao câncer como: antraciclinas, doxorrubicinas, daunorrubicinas, 
mitomicinas, mitoxantronas(25). 
 A atividade biológica da 1,4-naftoquinona é devida a presença de dois 
grupos carbonil, o que possibilita a troca de um ou dois elétrons do radical 
ânion ou diânion correspondente. Na Figura 2 temos a estrutura da 1,4 
naftoquinona. 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 2: Estrutura Química da 1,4-Naftoquinona 
 
 Para análisedos efeitos da 1,4-naftoquinona em relação à membrana 
celular, será utilizado um modelo de membrana baseado em filmes de 
Langmuir. 
Propriedades Físicas da 1,4 Naftoquinona 
Formula MolecularC10H6O2 
Massa Molar 158.15 g/mol 
Ponto de Fusão 128,5 °C 
Solubilidade: pouco solúvel em água, solúvel 
em benzeno, ácido acético e clorofórmio.  
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1.4.  FILMES DE LANGMUIR 
 Para compreender melhor o que são filmes de Langmuir,importante 
conhecer um pouco melhor como surgiram os conceitos de filmes 
monomoleculares e quando foram observados pela primeira vez. 
 Benjamim Franklin (1706-1790) foi o pioneiro na descrição do que seria 
um filme monomolecular ao perceber que uma colher de azeite, 
aproximadamente dois mililitros (mL), jogada em uma pequena lagoa, de 
aproximadamente dois mil metros quadrados de área, teria se espalhado por 
toda superfície da mesma, de modo a formar uma camada muito fina. Após a 
realização de alguns cálculos quantitativos simples Franklin chegou à 
conclusão de que a espessura do filme na água seria inferior um nanômetro 
(1nm)(26).   
 Cerca de cem anos depois, outro cientista, Rayleigh, suspeitou que a 
extensão máxima de um filme de azeite em água seria de um filme de 
espessura molecular(27). Mais tarde, a alemã Agnes Pockles estudou os 
equilíbrios superficiais que ocorrem na interface ar-água para diferentes 
compostos orgânicos em função da área superficial. A publicação dos trabalhos 
de Pocklesna revista Nature em 1891(27) foi de grande importância para os 
estudos quantitativos realizados por Langmuir, alguns anos depois, sobre        
monocamadas de lipídios, ésteres e alcoóis.  
 Irwing Langmuir (1881-1957), físico-químico americano, foi o primeiro a 
estudar sistematicamente monocamadas flutuantes em água no período de 
1910 até final de 1920(28),por este trabalho ganhou o prêmio Nobel da Química 
em 1932.  Langmuir também observou que as moléculas de lipídios poderiam 
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ser transferidas da água para um suporte sólido, como filamentos de tungstênio 
e platina. Porém, foi Katherine Blodgett quem descreveu detalhadamente como 
se dava a transferência das monocamadas para um suporte sólido, alguns 
anos depois(29,30). Logo as monocamadas flutuantes são chamadas ou 
conhecidas por filmes de Langmuir, enquanto as monocamadas que são 
transferidas para suportes sólidos são designadas filmes de Langmuir-Blodgett 
(LB).  
Tais filmes são formados a partir de moléculas anfifílicas, as quais 
possuem uma "cabeça" hidrofílica e uma "cauda" hidrofóbica, que podem se 
orientar na interface de uma subfase aquosa com uma fase gasosa ou uma 
fase líquida para minimizar sua energia livre (Figura 3). A porção hidrofóbica, 
geralmente constituída por cadeias alifáticas, diminui a solubilidade das 
moléculas na subfase aquosa, enquanto a parte hidrofílica é responsável pelo 
espalhamento do filme na água. O filme interfacial resultante tem a espessura 
de uma molécula e é comumente chamado de "camada monomolecular" ou 
somente "monocamada". 
 
Figura 3: orientação das moléculas anfifílicas na subfase aquosa. 
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 As monocamadas de Langmuir de lipídios podem ser usadas na 
mimetização de membranas celulares, o que permite estudar as interações 
entre compostos no nível molecular e os processos de reconhecimento 
molecular(28,35). A monocamada lipídica pode ser entendida como metade de 
uma membrana celular(31,38), e a subfase aquosa como a região intra ou 
extracelular.  
Ou seja, filmes de Langmuir são camadas monomoleculares formadas 
quando soluções de um material anfifílico são espalhadas na interface ar-água.  
Atualmente os filmes de Langmuir constituídos de fosfolipídios são utilizados 
em estudos para representar modelos simples de membrana celular.  
 As monocamadas de Langmuir podem ser comprimidas por barreiras 
móveis que provocam a diminuição da área disponível por molécula de 
tensoativo(Figura 4). Durante a compressão, algumas propriedades podem ser 
acompanhadas, tais como a variação de pressão e potencial de superfície e o 
grau de compactação da monocamada.  
 
Figura 4: Esquema para a compressão de uma monocamada de Langmuir usando 
barreiras móveis 
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 Para o presente estudo foram utilizados os fosfolipídios DPPC (Figura 5) 
e DPPS (Figura 6), e também culturas celulares do endotélio de aorta de 
coelho para obtenção dos filmes de Langmuir.  
 
 
Figura 5: Fórmula química do DPPC 
 
 
 
 
Figura 6: Fórmula química do DPPS 
 
1.5.  TÉCNICAS DE CARACTERIZAÇÃO PARA FILMES DE LANGMUIR 
 As técnicas de caracterização são fundamentais para estudarmos e 
compreendermos os resultados obtidos por meio da compressão da 
monocamada de Langmuir. A seguir são apresentadas as principais técnicas 
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de caracterização utilizadas para estudar a interação de fármacos com os 
filmes de Langmuir, que servem como modelos simples de membrana.  
 
1.5.1.  Pressão de Superfície (π) 
 A pressão de superfície (π) é definida pela diminuição da tensão 
superficial da solução aquosa com a presença do filme, ou seja: π = γo - γ , 
onde γ é a tensão superficial com a presença do tensoativo, e γo é a tensão 
superficial da água pura. Os estados superficiais da monocamada podem ser 
analisados a partir do perfil da curva, obtida a temperatura constante, que 
relaciona a pressão superficial com a área disponível por molécula. A área por 
molécula de tensoativos (comumente lipídios) se estima conhecendo a área 
superficial e o número de moléculas espalhadas (sabe-se o volume e a 
concentração espalhada).  Assim, cada região da curva pode ser associada a 
um estado físico bidimensional. Esses estados se associam de forma análoga 
aos estados tridimensionais da matéria (gasoso, líquido, sólido). Um exemplo 
desse tipo de curva obtida, conhecida como isoterma pressão superficial-área, 
ou simplesmente “isoterma” é mostrada na Figura 7. 
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Figura 7: Isoterma de Pressão de Superfície – Área para uma monocamada de  DPPC 
puro espalhado na interface ar-água. 
 
Nessa isoterma mostrada na Figura 7, temos a representação 
esquemática das fases de uma monocamada de Langmuir apresentando as 
diferentes regiões de compressão do filme. O estado gasoso (G) corresponde à 
região onde não há interação entre as moléculas do filme, devido ao grande 
afastamento entre elas. Nesse estado a pressão superficial é próxima àzero.  
Na fase líquido-expandida (LE), as moléculas se aproximam de tal forma que 
as interações entre moléculas vizinhas começam a ocorrer de forma não 
negligenciável e a pressão de superfície começa a se elevar. A existência de 
patamares na isoterma, ou regiões onde a pressão de superfície se eleva 
relativamente muito pouco com a compressão, pode indicar uma região de 
transição de fases. No caso da Figura 7, está representada a região de 
27 
 
transição LE-LC (líquido-expandido – líquido-condensado). Com a compressão 
subsequente, há um ponto onde a pressão de superfície começa a aumentar 
mais consideravelmente com a diminuição da área. Essa é a fase líquido-
condensada ou a fase sólida, nas quais as moléculas já estão bem próximas e 
a monocamada se torna pouco compressível. A fase líquido-condensada e a 
fase sólida equivalem ao momento de maior proximidade entre as moléculas, 
de tal modo que uma baixa taxa de compressão da monocamada já pode levar 
ao seu colapso. O colapso da monocamada é a fase onde a compressão do 
filme leva a agregados tridimensionais e dissolução na subfase, ou seja, o filme 
perde suas características originais de camada monomolecular.     
A pressão de superfície pode ser usada também para estudar a extensão 
de adsorção de um composto que, solubilizado na subfase aquosa, interage 
com a monocamada na interface ar-água. Para isso, escolhe-se uma pressão 
inicial (obtida experimentalmente ou pela quantidade de material espalhado ou 
pela compressão e expansão do filme). Insere-se o segundo material de 
interesse na monocamada e então o acompanhamento da variação da pressão 
com o tempo permite obter a chamada cinética de adsorção. A adsorção pode 
ser estimada pelo tempo para se atingir o equilíbrio e o aumento de pressão 
(Δπ) provocado pelo composto. Os valores de Δπ dependem da estrutura do 
composto e do tensoativo, bem como da pressão inicial. Um aumento de 
pressão superficial indica, portanto, adsorção do material de interesse à 
monocamada pré-formada. 
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1.5.2. Potencial de Superfície (∆V) 
O potencial de superfície (∆V) é definido a partir da diferença de potencial 
entre a superfície e a subfase. Toma-se o valor com tensoativo (∆V2) e subtrai-
se pelo valor sem o tensoativo presente na interface (∆V1), ou seja, ∆V = ∆V2 - 
∆V1. A interface ar-água é naturalmente polarizada devido à orientação 
espontânea das moléculas de água nas proximidades da interface com os 
átomos de oxigênio voltados em direção ao ar e os átomos de hidrogênio 
voltados para a água, originando uma diferença de potencial por meio da 
interface. A diferença de potencial varia com a presença da monocamada e 
depende da componente normal à interface do momento de dipolo médio das 
moléculas do filme, e também da reorientação e polarização das moléculas da 
subfase próximas à interface(37,41). 
 
1.5.3. Espectroscopia de Absorção-Reflexão na Região do Infravermelho com 
Modulação da Polarização (PM-IRRAS) 
A técnica de espectroscopia na região do infravermelho fornece 
informações a respeito dos modos vibracionais das ligações químicas de uma 
molécula. A forma destas vibrações pode ser obtida por meio do conhecimento 
dos comprimentos das ligações e ângulos, e das constantes de força do 
estiramento e de flexão (deformação) dos ângulos da ligação. A utilização do 
PM-IRRAS em filmes de Langmuir permite conhecer a localização exata da 
inserção da droga na monocamada. Mais detalhes sobre a técnica podem ser 
encontrados na literatura(42,44). 
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Outras técnicas mais sofisticadas podem ser empregadas para 
caracterizar os filmes de Langmuir, como, por exemplo, as microscopias de 
fluorescência(45) e no ângulo de Brewster(46). 
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1. OBJETIVOS 
 
O estudo tem como objetivo compreender as interações droga-célula 
aprimorando o entendimento em escala molecular e celular, utilizando modelos 
simplificados de membrana celular: filmes de Langmuir formados por lipídios ou 
por culturas de células. As interações entre adroga 1,4-naftoquinona com 
lipídios padrão (DPPC ou DPPS) ou com culturas de células foram avaliadas 
por meio de medidas de tensiometria, curvas de pressão superficial-área e 
espectroscopia no infravermelho. 
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2. MATERIAIS E MÉTODOS 
 
3.1. FOSFOLIPÍDIO DPPC (DIPALMITOILFOSFATIDILCOLINA) 
 O DPPC da marca Sigma-Aldrich foi dissolvido em clorofórmio rendendo 
uma concentração de 0,5 mg/mL. Esse foi o fosfolipídio utilizado para a 
obtenção da monocamada de Langmuir, considerando-se um modelo simples 
de membrana saudável(45). 
 
3.2 . 1,4-NAFTOQUINONA 
 A 1,4-Naftoquinona da marca Sigma-Aldrich foi dissolvida em clorofórmio 
rendendo uma concentração de 1.04 mg/mL. Esta foi a droga antineoplásica 
estudada, pois é um forte inibidor da angiogênese e do crescimento tumoral(14). 
 
3.3. FOSFOLIPÍDEO DPPS (DIPALMITOILFOSFATIDILSERINA) 
 O DPPS da marca Sigma-Aldrich dissolvido em clorofórmio, obtendo-se 
uma solução turva, e então adicionado pequena quantidade de álcool metílico 
(Synth), aproximadamente 0,5 mL, e levado ao agitador por 10 minutos até que 
a solução ficasse translúcida. A concentração final e real de DPPS foi de 0,55 
mg/mL. Ele foi o fosfolipídio usado para obter a monocamada de Langmuir, 
considerando-se um modelo simples de membrana cancerosa(13). 
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3.4. CLOROFÓRMIO 
 Solvente orgânico da marca Merck, usado para dissolver os fosfolipídeos 
DPPC, DPPS e a 1,4-naftoquinona. 
 
3.5. SUBFASE AQUOSA 
 A subfase aquosa, apresentava-se compatível as condições fisiológicas 
(46), composta por aproximadamente 200 mL de água purificadas pelo sistema 
Milli-Q e 20 mL de tampão fosfato (0,1 mmol L-1), com o pH em torno de 7-
7,5.  
 
3.6 CULTURA DE CÉLULAS 
Para os experimentos foram utilizadas culturas celulares de endotélio de 
aorta de coelho selvagens e tumorais. As culturas de células que seguem 
abaixo foram gentilmente cedidas pela professora Dra Carla Cristina Lopes de 
Azevedo(UNIFESP) e obtidas conforme consta na literatura(47): 
• célula endotelial de aorta de coelho resistente ao anoikis, 
superexpressasindecan4 (célula tumorigênica). 
• célulaendotelial de aorta de coelho (células não tumorigênicas). 
As células endoteliais derivadas de aorta de coelho (EC-clone CLPs) e 
as CLPstransfectadas com o oncogene EJ-ras (EJ-ras-EC) foram mantidas em 
meio F12 suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB) e 
penicilina/estreptomicina, respectivamente 10.000U e 10 mg para cada litro de 
meio. 
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O meio foi preparado dissolvendo-se F12 em pó em água recém-
destilada e passada em Milli-Q, acrescentando-se 1,18 g de bicarbonato de 
sódio, 10.000U de penicilina e 10 mg de estreptomicina para cada litro de meio. 
Depois de dissolvido, o meio foi esterilizado por filtração em filtros de acetato 
de celulose com 0,22µm e armazenado a 4°C. Para a manutenção e subcultivo 
das células, o meio foi enriquecido com 10% de soro fetal bovino. 
Para o subcultivo das células, foi preparada uma solução de pancreatina 
(2,5%) diluída na proporção 1:10 em EBSS.  
As células foram mantidas a 37°C sob2,5% de CO2 e osubcultivo da 
linhagem foi feito conforme descrito a seguir. Inicialmente, o meio foi removido 
da placa de células confluentes (2,0 x 106 células por placa) que foi lavada em 
solução EBSS. Em seguida, foi acrescentada a solução de pancreatina (1 ml 
em cada placa 60 x 10 mm), mantendo-se a placa na incubadora a 37°C 
durante aproximadamente 30 minutos (tempo necessário para que as células 
se desprendam da placa). Ressuspenderam-se então as células, 
cuidadosamente, várias vezes com uma pipeta Pasteur, sendo transferidas 
aproximadamente 3,0 x 105 células em uma nova placa contendo meio F12 
enriquecido com 10% de SFB, já equilibrado a 37°C e 2,5% de CO2. O meio foi 
substituído no dia seguinte ao subcultivo com as células aderidas e após cada 
2 dias.  
Células endoteliais de aorta de coelho transfectadas com o oncogene 
EJ-rasapresentam um descontrole do ciclo celular e um aumento da fase G1.  
Essas células também apresentam uma diminuição na expressão das ciclinasD 
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e Ee um aumento da expressão do proteoglicano de heparam sulfato presente 
na célula e secretado para o meio de cultura(48). 
 
3.7.  CUBA DE LANGMUIR 
 A cuba de Langmuir do modelo mini-trough da KSV-NimaInstrumentsfoi 
o equipamento utilizado para obtenção dos filmes de Langmuir e das isotermas 
de pressão superficial-área obtidas através do sensor, pelo método de 
Wilhelmy.  
 
3.8. PM-IRRAS 
 Método usado para obtenção dos espectros de infravermelho analisados 
no estudo, com equipamento da KSV PMI 550 (KSV-NimaInstruments) com um 
ângulo de incidência de 75o, valor onde a reflexão é máxima e a relação 
sinal/ruído é mínima. 
 
3.9. OBTENÇÃO DOS FILMES DE LANGMUIR 
Para a formação das monocamadas a cuba foi preenchida com 
aproximadamente 180 mL de água purificada pelo sistema Milli-Q, 
completados com 20 mL de solução tampão de fosfato, em temperatura 
ambiente de 25°C. Com uma seringa da marca Hamilton, a solução do 
fosfolipídioou da cultura celular (10 µL ) era espalhada sobre a subfase aquosa 
gota a gota para permitir um espalhamento homogêneo. Um intervalo de 10 
minutos era necessário para a evaporação do solvente e a difusão do 
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fosfolipídio ou da cultura celular na superfície da subfase aquosa. Então, 
isotermas de pressão de superfície-área, espectros de infravermelho e 
cinéticas de adsorção eram obtidos, conforme a intenção do experimento.  
Primeiramente estes dados foram obtidos a partir das substâncias puras, 
ou seja, sem a droga, e posteriormente na presença da droga, 1,4-
naftoquinona. Para isso, a solução da droga foi acrescentada à monocamada, 
espalhando-a também com uma seringa Hamilton. O tempo de espera para a 
evaporação do solvente também foi de 10 minutos.  Para as isotermas de 
pressão de superfície-área foi aplicada uma velocidade de compressão de 10 
mm/min. Para os espectros de PM-IRRAS, ao menos 600 varreduras eram 
obtidas antes do desenho do espectro. Um espectro referência foi sempre 
obtido com a interface ar-água (tampão fosfato) sem a presença da 
monocamada. 
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3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 
4.1. DPPC 
 O efeito da 1,4-naftoquinona na monocamada de DPPC foi investigado 
por meio de isotermas de pressão de superfície-área (Figura 8). Para o DPPC 
puro obtivemos uma curva característica, com uma transição da fase líquido-
expandida para a fase líquido-condensada em uma área aproximada de 95 e 
70 Å2/ molécula a uma pressão de superfície em torno de 5mN/m. A 
incorporação de pequenas quantidades de 1,4-naftoquinona à monocamada 
provocou um deslocamento da curva de DPPC para áreas menores.  
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Figura 8: Isotermas de pressão de superfície-área, para o DPPC puro e com diferentes 
quantidades de 1,4-naftoquinona (conforme indicado no gráfico). 
 
 Este efeito é normalmente atribuído à condensação da monocamada 
lipídica devido a estabilização das repulsões entre as cadeias laterais. Esta 
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explicação é bem comum quando tratamos de lipídios carregados com íons(49).  
Porém, no caso do DPPC é improvável que tenha ocorrido tal condensação, 
pois se trata de uma molécula zwitteriônica e, por isso, os efeitos de carga 
devem estar bem reduzidos.  Além do mais, o deslocamento da curva para 
áreas menores foi bem significativo para ser considerado um mero efeito de 
condensação. Por exemplo, para as menores quantidades da droga 
incorporada à monocamada, houve um deslocamento da isoterma de 51 Å2 
(paraDPPC puro) para 36 Å2(após a inserção da 1,4-naftoquinona). Este efeito 
pode ser atribuído à desestabilização do filme provocado pela droga, levando a 
solubilização da droga ̸ DPPC na subfase aquosa ou pela formação de 
estruturas de colapso.  
Este efeito pode ser corroborado pela cinética de adsorção apresentada 
na Figura 9, demonstrado a queda de pressão na superfícieda monocamada 
com a incorporação da droga. 
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Figura 9:Cinética de Adsorção para a 1,4-naftoquinona injetada na subfase aquosa de 
uma monocamada de DPPC com pressão de superfície inicial de 30 mN/m.  
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Também, é interessante ressaltar, que mesmo após a incorporação de 
crescente quantidade de droga, a curva não foi deslocada para áreas menores, 
como esperado em um primeiro momento. Em contrapartida, o aumento da 
área por molécula para o DPPC indica algum efeito de saturação. À medida 
que a abscissa é atribuídaapenasà ocupaçãode lípidos, a mudança 
progressivadeáreasmaiores deve ser uma consequência daáreade 
ocupaçãodaprópria drogacommaior proporçãonamonocamada. 
Quantidadesmenores da drogatambém foram testadase,até0,5%,oefeito 
é semelhante aode 5%da droga.Paravaloresainda mais baixos, qualquer efeito 
sobrea isoterma foi observado.Em seguida,a faixa detratabilidadedoefeito 
desestabilizadorera tão baixa quanto0,5%.Efeitos de deslocamento para áreas 
menores já é reportado na literatura e atribuído a efeitos de solubilização ou 
condensação superficial(50, 52). 
 Éimportante salientar quequando a 1,4-naftoquinonaé espalhada 
sozinhana interface ar-água (sem a presença prévia do lipídio), e então 
comprimida,não épossível observarqualquer aumento dapressão superficial. 
Isto está associadoà formação deagregadosvisíveis a olho-nu, o que reflete a 
suabaixa capacidadede se espalhar homogeneamente na interface ar-
água.Portanto, a presençadoDPPCna interfacear-águafacilita adispersão 
uniformeda drogaao longo da superfície. 
 Além disso, éimportante perceber que o patamarque caracteriza afase 
de transiçãode cerca de 5mN/mtorna-se menosevidente quando as 
concentrações mais elevadas de1,4-naftoquinona estão inseridas. Também,o 
perfil das isotermas em pressões desuperfície mais elevadas (tipicamente 
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maiores que 10 mN/m) mostra que as curvas tornam-se cada vez 
menosinclinadas, o que indica que a monocada é mais compressível e, 
portanto, molecularmente mais desorganizada. Tais aspectos sãoconsequência 
damistura de componentesqueafetamas propriedades damonocamadalipídica. 
Em particular, parao casode alteração dainclinação uma mudança na 
compressibilidadeocorre, isto é, a monocamadatorna-semais compressível com 
a droga. Isto é comumenteatribuídona literaturacomo um efeito 
defluidizaçãolateral damonocamada,como novo componentedificultandoolípido 
paraalcançaruma estrutura mais empacotada. Para este caso,a 
elasticidadesuperficial(E)deve ser calculada como-A(∂ / π ∂A), sendo Aa 
áreamolecular,eπa pressão da superfície(53). A tabela 1 
resumeestesdadosrevelando quea 
monocamadavaidiminuindosignificativamentea sua elasticidadede superfície.Os 
dados são apresentadospara a pressão de superfície de30 mN/m, que é 
correspondenteà pressão lateraldeuma membrana biológica(53). 
Tabela 1: Elasticidade da monocamada de DPPC(puro ou com a droga) a uma 
pressão de 30 mN/m. 
Monocamada E (mN/m) 
DPPC 135 
DPPC + 5% 1,4-naftoquinona 106 
DPPC + 10% 1,4-naftoquinona 83 
DPPC + 20% 1,4-naftoquinona 73 
DPPC + 30% 1,4-naftoquinona 61 
DPPC + 50% 1,4-naftoquinona 59 
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A Figura 10 mostraos espectros dePM-IRRAS paraa monocamada. O 
gráfico Amostraa região de estiramentoda ligação C-Hpara gruposCH2.A 
bandaem2852 cm-1é atribuída aestiramentossimétricos, e a banda em2913 cm-
1é atribuída a estiramentos assimétricos.Coma incorporaçãoda drogaocorre 
uma inversãodas intensidadesrelativas entrebandassimétricas e assimétricas. 
O valor da relação simétrico/assimétrico vai de0,85 (para DPPC puro) 
para1,16(para DPPC com a droga), o que pode serum 
efeitodadesordemmolecular provocada pela droga.O painel B da Figura 10 
mostraprincipalmentea região para ogrupo hidrofílicodeDPPC. A bandaem 
1741cm-1é atribuída aoestiramentoC=Odofosfolípidoe não 
mudasignificativamentecom a incorporaçãoda droga.As trêsbandas, que 
aparecem com um pico máximo centralizadoem 1683cm-1, podem ser 
atribuídasao dobramento angular de moléculas de água presentes na 
superfície. Como sempre os espectros são mostrados substraindo um espectro 
referência (superfície do tampão); esse tipo de banda aparece quando a 
quantidade de água na superfície aumenta ou diminui com a presença da 
monocamada, ou então quando há uma alteração geométrica nas moléculas de 
água que estão na superfície devido a interação com o DPPC.No caso, essa 
banda pode estar sobrepondo bandas relativas ao estiramento da carbonila 
presente em1,4-naftoquinona,que deveriam estar presentes em1690 cm-1(55). 
Abandaem 1268cm-1 pode ser atribuída ao estiramento molecular presente do 
grupo fosfato do fosfolipídio. Essa banda desaparece com aincorporaçãoda 
droga, indicando uma interação específica.Além disso, umapequena bandaem 
1062cm-1 aparece com a incorporação da naftoquinona, eé atribuída ao 
dobramento angular do CHpresente emcompostos aromáticos. Esse tipo de 
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grupo químico existe somente para a 1,4-naftoquinona, entre as substâncias 
presentes na cuba, o que indica a presença provávelda droganainterface ar-
água. 
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Figura 10: Espectros de PM-IRRAS, para o DPPC puro ou misturado com 1,4-
naftoquinona. Painel A: regiões para o estiramento do C-H . Painel B: Regiões da 
carbonila e fosfato. 
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4.2. DPPS 
 É relatado quemuitas célulascancerosascontêmexcessode lipídios coma 
cabeçaserina(14). Em muitos estudos têm-se relatado uma alta frequência de 
apoptose em células de tumores que regridem espontaneamente ou que são 
tratados com agentes anticancer citotóxicos(56). São verificadas mudanças na 
superficie celular das células apoptóticas como, por exemplo, a exposição do 
DPPS(14). O DPPS é um fosfolipidio carregado negativamente, que 
normalmente está em maior quantidade na porção da membrana celular que 
está voltada para o citosol(57). A exposição do DPPS na superfície tem sido 
reportada na atividade plaquetária e eritrocitária(58), e as células têm mostrado 
uma transformação durante a apoptose evidenciando uma quebra da 
assimetria dos fosfolipídios da membrana. Por esse motivo, utilizou-se o DPPS 
comomodelo paracélulastumorais. Da mesma forma que o realizado com o 
DPPC, foram obtidas isotermas de pressão de superfície-área para o DPPS 
puro ou misturado a diferentes quantidades de 1,4-naftoquinona, conforme a 
Figura 11. Basicamente, a presença de 1,4-naftoquinona também desloca a 
isoterma paraáreasinferiores.No entanto,com concentrações crescentesda 
droga,as curvassão progressivamentedeslocadas paraáreas mais baixas, o que 
revela um maior efeito perturbador sobre a membrana formada por esse lipídio 
(DPPS), que é um modelo para membranas cancerosas, em relação ao DPPC, 
que é um modelo para células saudáveis. 
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Figura 11:Isoterma de pressão de superfície-área para o DPPS, puro ou misturado 
com 1,4-naftoquinona, conforme as quantidades indicadas no gráfico. 
  
 Além do deslocamento das curvas para áreas menores, com o crescente 
aumento da quantidade de droga, foi observada uma mudança significativa no 
mecanismo de colapso da isoterma. Ou seja, ocorreu um aumento da 
compressibilidade (diminuição da elasticidade superficial) para a monocamada 
de DPPS em pressões superficiais maiores que 50 mN/m, caracterizando 
inicialmente uma desordem na estrutura da monocamada. A pressão de 
superfície tornou-se constante somente a 60 mN/m. Com a droga, esse 
mecanismo não ocorre, pois a pressão aumenta continuamente até 60 mN/m 
(com exceção para a proporção molar 50:50 droga:DPPS). Tal fato evidencia 
um novo efeito da presença da droga na monocamada, no qual o filme 
permanece altamente elástico (pouco compressível) até a pressão de colapso.  
No entanto, conforme pode ser viso na Tabela 2, na pressão relevante à 
membrana celular(30 mN/m), a elasticidade superficial diminui.  Portanto, 
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com a presença da droga, a monocamada se torna mais compressível (menos 
elástica) devido à solubilização do DPPS provocada pela incorporação da 1,4 
naftoquinona ao filme. Ou seja, a droga, ao interagir com o DPPS na 
monocamada, sequestra alguns lipídios, solubilizando-os na subfase aquosa. 
Isso mostra o grande efeito da droga em modelos de membrana tumoral.Vale 
ressaltar que o efeito diferenciado para a proporção de 50% da droga se deve 
a alta quantidade de 1,4-naftoquinona na interface, o que leva a uma alta 
desorganização da monocamada. 
 
Tabela 2:Elasticidade da monocamada de DPPS(puro ou com a droga) a uma pressão 
de  30 mN/m. 
Monocamada E (mN/m) 
DPPS 195 
DPPS + 5% 1,4-naftoquinona 181 
DPPS + 10% 1,4-nafhoquinona 173 
DPPS + 20% 1,4-naftoquinona 167 
DPPS + 30% 1,4-naptoquinona 165 
DPPS + 50% 1,4-nahtoquinona 89 
 
 Os espectros obtidos por meio do PM-IRRAS (Figura 12) não exibiram 
mudanças expressivas na região hidrofóbica. Próximo a 1678 cm-1uma banda 
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negativa significanteestá relacionada às vibrações de moléculas de água de 
superfície devido a diferença entre a superfície com a monocamada e sem a 
monocamada. 
Outra banda que chama a atenção é a de 1527 cm-1(59)que também está 
relacionada com a orientação de moléculas de água na superfície, de modo 
que o oxigênio presente na molécula de água fica exposto para a fase do ar. O 
dipolo está disposto de forma que as maiores cargas positivas estão voltadas 
para a fase da água. Este fato normalmente é confirmado com medidas de 
potencial de superfície reportado na literatura(60), o qual apresenta um potencial 
de superfície negativo para a água pura. Após o espalhamento do DPPS, as 
moléculas de água da superfície interagem com as cargas negativas dos 
fosfolipídios, o que inverte a posição do dipolo nas moléculas de água, a qual 
está associada à banda negativa em relação à linha base do PM-IRRAS(59). 
 É interessante observar que após 1h (uma hora) da introdução da 
naftoquinona estas bandas desaparecem. As bandas 1250 cm-1 referentes ao 
estiramento do fosfato também desaparecem, ao passo que aparece a 
bandade1461cm-1atribuída à droga (estiramento no anel aromático). Estes 
resultadossugerem que a droga interage fortemente com as cabeças polares 
dos lipídios carregados negativamente com um efeito pouco relevante sobre as 
cadeias hidrofóbicas, devido ao fato que o espectro para a região de 
estiramento C-H (região entre 2800-3000 cm-1) é pouco alterado com a 
presença da droga. Isso pode indicar que a droga age, preferencialmente, na 
superfície dos lípidios carregados negativamente. Isso pode estar relacionado 
com um suposto efeito desestabilizador sobre a membrana. No entanto, a 1,4-
naftoquinona parece atuar em ambos os lipídios utilizados para modelos de 
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membranas, não somente no carregado negativamente (DPPS), como também 
no eletricamente neutro (DPPC). O DPPC pode ser um lipídio modelopara as 
membranas saudáveis, e o DPPS pode servir como um modelo para as células 
cancerosas. No entanto, o efeito sobre o DPPS é mais evidente especialmente 
quando analisamos os espectros de PM-IRRAS. As drogas que agem sobre as 
células normalmente primeiro atacam as superfícies externas, onde as cabeças 
hidrofílicas estão expostas.Várias células apresentam fundamentalmente 
cabeças zwitteriônicas, mas em células tumorigênicas a quantidade de lipídios 
com carga negativa aumenta desproporcionalmente(14). 
Para melhor correlacionar as diferenças entre as ações de tais drogas 
em células saudáveis e doentes, foram utilizadas culturas de células normais e 
células tumorigênicas. 
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Figura 12: espectros de PM-IRRAS paraDPPS, puro ou misturado com 1,4-
naftoquinona (5% em mol). Painel A: CH regiões estiramento CH2; Painel B: regiões 
de fosfato. 
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4.3. CULTURAS CELULARES 
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Figura 13: Isotermas de pressão de superfície–área para as culturas de células não 
tumorigênicas, puras ou misturadas com 1,4-naftoquinona (5% em mol). 
 
Inserindo-se uma pequena quantidade da cultura sobre a interface ar-
água (10µL), a pressão de superfície inicial atinge o valor de 25 mN/m (Figura 
13), indicando sua alta afinidade pela superfície. Isso ocorre devido à alta 
quantidade de materiais anfifílicos presentes no meio (lipídios, proteínas, 
açúcares). Comprimindo-se essa interface, a pressão ainda aumenta até 
valores próximos de 35 mN/m. Nota-se, também, que essa monocamada é 
altamente compressível, o que deve estar associado a fluidez de uma 
membrana, contendo macromoléculas biológicas flexíveis (proteínas, 
polissacarídeos) e lipídios insaturados. Com a inserção da 1,4-naftoquinona, 
não há efeitos significativos na curva de pressão-área relacionados aos grupos 
C-H (Painel A). Também se observam bandas centradas em 1684cm-
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1(carbonilas de lipídios, proteínas e açúcares), em 1255, 1223 e 122 cm-1, que 
podem ter uma série de atribuições, tais como estiramento de fosfato, 
estiramento de éter em polissacarídeos, dentre outros. Observa-se que, com a 
introdução da droga, não há efeitos relevantes no perfil dos espectros. 
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Figura 14: Espectros de PM-IRRAS de células não tumorigênicas, puros ou misturados 
com culturas de células não tumorigênicas. Painel A: CH regiões de estiramento CH2; 
Painel B: regiões de fosfato. 
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Na figura 15, mostram-se as isotermas para culturas de células 
tumorigênicas. Da mesma forma, a curva mostrou-se altamente compressível, 
já com uma pressão inicial alta. No entanto, com a introdução da droga, as 
curvas são deslocadas para áreas menores (a uma mesma pressão). Esse 
efeito é semelhante ao observado para os lipídios puros (DPPC e, 
especialmente, DPPS), comprovando o maior efeito da droga sobre os modelos 
de células tumorigênicas. 
O PM-IRRAS desses filmes (Figura 16) confirmam o efeito da droga. 
Inclusive a região dos estiramentos C-H (2800-3000 cm-1) é altamente afetada 
com a presença da droga. Para a região entre 1000 e 1800 cm-1, apesar da 
manutenção de alguns picos, como em 1656, 1243 e 1106 cm-1, uma mudança 
significativa é observada, por exemplo, na região entre 1200 e 1600 cm-1. 
Embora não seja possível especificar exatamente o que corresponde a cada 
banda no espectro, devido a complexidade existente na cultura celular, é 
possível se inferir um efeito qualitativo, no qual a droga tem um efeito 
predominante em culturas celulares tumorigênicas, quando comparadas às 
culturas de células saudáveis. 
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Figura 15: Isotermas de Pressão de Superfície-Área isotermas para culturas 
tumorigências, puro ou misturado com 1,4-naftoquinona (5% em mol). 
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Figura 16: Espectro de PM-IRRAS para culturas tumorigênicas, puro ou misturado com 
1,4-naftoquinona (5% em mol). Painel A: CH regiões de estiramento CH2; Painel B: 
regiões de fosfato 
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4. CONCLUSÕES 
 
 Nesse trabalho, conclui-se que a 1,4-naftoquinona apresenta interações 
relevantes, tanto com filmes lipídicos neutros (DPPC), como com 
negativamente carregados (DPPS). Essas interações levam a uma 
desestabilização da monocamada lipídica formada na interface ar-água, o que 
leva a uma fluidização da monocamada, o que é inferido a partir do aumento da 
compressibilidade superficial.  
Além disso, o deslocamento das isotermas de pressão superficial - área 
dos fosfolipídios para área menores que a introdução da droga leva a uma 
solubilização dos fosfolipídios à subfase aquosa. Dados de espectroscopia no 
infravermelho indicaram alterações específicas em certos grupos vibracionais 
dos fosfolipídios, indicando que tal interação ocorre de forma específica a 
certos grupos. Um efeito menor foi observado em modelos de células 
consideradas saudáveis, indicando que a 1,4-naftoquinona é capaz de 
diferenciar entre filmes com as composições específicas na interface ar-água.  
Em conclusão, nós acreditamos que estes resultados podem ter um 
impacto significativo sobre a compreensão no nível molecular sobre a interação 
entre a 1,4-naftoquinona e as superfícies da membrana celular durante os 
processos bioquímicos, justificando o uso da 1,4-naftoquinona como droga 
antineoplásica. 
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